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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriftt ein Verfahren 
zur Herstellung von Liposomenlosungen, die ei- 
nen pharmakoiogischen Wirkstoff bzw. Stabilisa- 
toren und Antioxidantien enthalten konnen. 

Das erfindungsgemasse Verfahren ist dadurch 
gekennzeichnet, dass man ein wassriges System, 
das einen Liposomenbildner und ein inertes 
fluchtiges organisches Losungsmittel Oder ein 
Gemisch solcher Losungsmittel enthalt, mit Ultra- 
schall behandelt, wobei man gegebenenfalls vor 
der Beschallung einen pharmakoiogischen Wirk- 
stoff bzw. Stabilisatoren und Antioxidantien zusetzt. 

Als Liposomenbildner kommen Lipide, insbe- 
sondere Phospholipide. wie Lecithine in 
Betracht. Die Lecithine konnen pflanzlicher, tieri- 
scher oder synthetischer Art sein. Beispiele von jt 
Lecithinen sind Sojalecithin, Eilecithin oder L-p- 
Oleoyl-7-palmitoyl-a-lecithin. Als Liposomenbild- 
ner konnen auch Gemische von Phospholipiden 
und Adjuvantien. wie Triglyceride, Cholesterine, I 
Cholesterine§.tei^— Aotioxidantien (z. B. a-To- ( 
copherolHrnd ZuckerTV^rwendet werden. s 

Beispiefe~~merterr"ituchtiger organischer Lo- 
sungsmittel, die auch als Gemische eingesetzt 
werden konnen, sind niedere aliphatische Alko- 
hole, wie Aethanol, Propanoi und Isopropanol ; 
sowie Aether, insbesondere Diathylather. • 

Ultraschall wurde bisher bei der Herstellung 
von Liposomen zur mechanischen Zerkleinerung 
von bereits vorgebildeten multilamellaren Vesi- 
. keln angewandt. Mit diesen bekannten Verfahren 
konnten jedoch nur Liposomenlosungen in ver- 
haltnismassig niedriger Konzentrationhergestellt 
werden. Weitere Nachteile bestandeh in der 
starken Erwarmung der Praparate, hohem 
Energiebedarf, Materialabrieb am Ultraschallge- 
rat und schlechter Durchfuhrbarbeit im gros- 
stechnischen Massstab. 

Aus der GB-A-1 490 955 ist ein Verfahren zur 
Herstellung von Liposomen bekannt. bei dem von 
einem System ausgegangen wird, in dem eine 
organische Phase uberwiegt. Bei diesem bekann- 
ten Verfahren muss nach der in erster Verf ahrens- 
stufe durchgefuhrten Ultraschallbehandlung in 
einer zweiten Verfahrensstufe zentrifugiert 
werden. In der genannten GB-PS wird weiterhin 
ein Verfahren zur Herstellung von Liposomenld- 
sungen erwahnt, bei dem der Liposomenbildner 
zunachst in einem fluchtigen Losungsmittel ge- 
lost wird, worauf dieses verdampft, der von den 
Liposomen einzuschliessende Stoff zugesetzt 
und das so erhaltene System beschallt wird. 

Das erfindungsgemasse Verfahren vermeidet 
Nachteile bekannter Verfahren, indem durch 
Schwankungen des lokalen Drucks im System, 
wie sie beispielsweise durch Ultraschall bewirkt 
werden, das Loslichkeitsgleichgewicht einer Iner*' 
ten Hilfskomponente und das dam it gekoppelte 
Phasengleichgewicht, z. B. Gas (aai f dfmlfl) t 
^ Gas zur Bildung der Liposomen 

ausgenutzt werden. Die lokalen Druckschwan- 



kungen fuhren zu einer period isch r aCiftreten- 
den Phasentrennung, z. B. durch Ausgasen 
5 und Wiederverdichten bzw. Losen der Hilfs- 
komponente (d. h. des fluchtigen organischen 
Losungsmittels), die wiederum die Molekule des 
Liposomenbildners zur Ausrichtung um die ent- 
stehenden und kollabierenden, submikroskopi- 
w schen Phasenkompartimente (z. B. Gasblaschen) 
der Hilfskomponente veranlasst. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird 
das erfindungsgemasse Verfahren mit Losungen 
durchgefuhrt, in denen der Liposomenbildner in 
75 einer Konzentration von etwa 20-50 Gew.-% vor- 
liegt. Die Hilfskomponente kann in Mengen bis 
zur Sattigungskonzentration der Phospholipide 
anwesend sein. In einer weiter bevorzugten Aus- 
fuhrungsform dient die Hilfskomponente als L6- 
20 sungsmittel fur den Liposomenbildner. Als Ultra- 
schailquelle konnen die konventionellen Ultra- 
schallgerate, z. B. Gerate fur Ultraschallreini- 
gungsbader, verwendet werden. Mit Ausgangs- 
konzentrationen von 20-50 .% Lecithin erhalt man 
25 nach kurzen Beschaliungszeiten ein schaumiges 
Gel, das sich in Wasser aufnehmen lasst und 
dabei eine Liposomenlosung 1 liefert, in der Lipo- 
somen von ca. 200 nm Durchmesser und signifi- 
kanter Grossenverteilung (Dispersitat 2-3, ge- 
30 messen im KONTRON-NANOSIZER) vorliegen. 
Das nach kurzer Beschallung konzentrierter Lo- 
sungen wie oben beschrieben erhaltene Liposo- 
men-Gel geht nach weiterer Beschallung (ca. 15- 
30 "Minuten) in eine klar-opake Liposomenlosung 
35 uber, in der die Liposomen je nach Beschallungs- 
zeit einen Durchmesser von '40-130 'nm u^d eine 
ausgezeichnete Monodispereit^^aufweisen. V; 
>> Auf diese Wejse lassen sich vjskp»rXlpd«W)- 
menlosungen z. B. mit 20-25 Gew>/^ Uppsomen 
40. -herstellen,: die z. B. ein Filter, von 0,22 n. fo- 
.-.renweite passieren. Die uberschussige Hilfskom- 
ponente kann z. B. durch Anlegen eines Vakuums 
entfernt werden. ■ v * p; ?. 

Das primar erhaltene Liposomengel kann juch 
45 als sotches Verwendung f inden, z. B. elgnet es 
sich zur Verwendung als Salbengrundlage. - 

Die Liposomenlosungen konnen z. B. zur Her- ^ 
stellung von Praparaten, insbesondere pharrhaj' 
zeutischen Praparaten Verwendung finden, die! 
50 einen in Wasser nicht oder schlecht Idslichen 
Wirkstoff enthalten. Beispie le solcher Wirkstoffe -i 
sind lipophile pharmakologische Wirkstoffe, wie j 
Benzodiazepine, z. B. Diazepam, Chlordiazepcf 
xid, Flunitrazepam, Medazepam, Clonazepam 
55 und Bromazepam ; oder fettldsliche Vitamine wie 
die Vitamine A, D, E und K. Die erfindungsge- 
massen Liposomenlosungen konnen auch 
wasserldsliche Wirkstoffe, z. B. Vitamine der B- 
Gruppe, wie Vitamin B, und B e , enthalten ; diese i 
60 Wirkstoffe werden der Losung des * ? Liposo- 
menbildners (im Falle lipophiler Wirkstoffe) bzw,* 
als w§ssrige Ldsung (im Faile hydrophiler Wirk-.. 
stoffe) vor der Beschallung zugesetzt: 
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Die nachfolgenden Beispiele erfautern die Er- 
findung. 

Beispiel 1 

400 g Phospholipon 100 (PL 100) werden auf 
dem Wasserdampfbad in einem genugenden Vo- 
lumen Aethanol in Losung gebracht und an- 
schliessend auf 600 g Konzentrat eingeengt. Die- 
ses wird in ein einfaches Laborultraschallgerat 
(300 Watt, z. B. Compact TUC 300) unter Be- 
schallung eingegeben und mit 2 I stickstoffge- 
sattigtem H 2 0-bidest. untergeruhrt. Zur Vermei- 
dung von Oxydationen im Reaktionsgemisch wird 
ein langsamer Strom von hochgereinigtem Stick- 
stoff uber die Losung geleitet. Schon nach weni- 
gen Minuten entsteht auf diese Weise ein blasiger 
Gel. Eine Probe wird in uberschussigem Volumen 
von H 2 0 dispergiert und ergibt bereits jetzt Lipo- 
sorhen von ausgezeichneter Monodispersitat und 
einem durchschnittlichen Vesikeldurchmesser 
von 0,20 p.m (gemessen im NANOSIZER der 
Firma KONTRON), Nach einer weiteren Be- 
schailungszeit des Geles von ca. 30 Minuten 
beginnt die Verflussigung zu einem hochvis^ko- 
sen, opaleszierenden Praparat, das unter starkem 
Ruhren nach ca. Weiteren 30 Minuten Be- 
schallungszeit in den dunnflussigen Zustand 
ubergeht. Die von den Sonoren verursachte Ei- 
genkonvektion der Losung genugt urn fur die 
abschliessenden 15 Minuten Beschallungszeit, 
bis zur Fertigsteliung der Liposomenlosung, eine 
ausreichende Durchmengung zu sichern. 
Wahrend .des gesamten Darstellungsprozesses 
sollte. eine Temperatur von 40 °C nicht uber- 
schritten und auf Einhaltung der Inertatmosphire 
geachtet werden. Nach Erreichen eines durch- 
schnittlichen Vesikeldurchmessers von ca. 100- 
120 nm wird die hochprozentige Losung abge- 
gossen und sukzessive durch ein Membranfilter 
von 1,2 |im ( 0,45 u.m und 0,22 u.m Porendurch-. 
messer unter Stickstoff hindurch gepresst (ca. 
5 at). 

Die so erhaltene Liposomenlosung kann so- 
wohl durch Abkuhlung unter 0 °C wie auch durch 
Hitzesterilisation. in einen klaren Gel juberfuhrt 
werden. 1st dieser.Effekt nicht erwunscht kann 
durch Zugabe ei/ies Elektrolyten (z. B. physiologi- 
scties,Puffersystem) bzw. .eines Zuckers wie ii. a. 
sorbitol die Gelumwandlung unterdruckt^werden. 

Beispiel 2 ■ • : - ? 

Es wird ein Ansatz nach Beispiel '1 zubereitet, 
jedoch die Be'schal'lung nach Erreichen des 
Gelzustandes (ca. 15 Minuten Beschallungszeit) 
abgebrochen. Der so erhaltene Gel wird mehrere 
Tage unter inertgas aufbewahrt. Hiernach wurde 
unter den gleichen Versuchsbedingungen nach 
Zugabe von 200 ml stickstoffgesattigtem H 2 0 
weiter beschallt. Schon nach 15-30 Minuten er- 
halt man eine fertige Liposomenlosung von guter 
Dispersitat und einem mittleren Vesikeldurch- 
messer von 120-130 nm. Die Losung kann wie im 
Beispiel 1 filtriert werden. 



Beispiel 3 

400 g PL 100 werden in ca. 200 ml Diathylather 
gelost und bis zum Sattigungspunkt eingeengt. 

5 Das so erhaltene Konzentrat (ca. 500-600 ml) 
wird wie bereits beschrieben in das Ultraschallge- 
rat gegeben, mit 2 I stickstoffgesattigtem H 2 0 
uberschichtet und unter Inertgas ca. 30 Minuten 
beschallt. Wahrend der Beschallung werden die 

10 auf der Oberflache flottierenden Teile mittels 
eines Handmixers zerkleinert und untergeruhrt. 
Es entsteht ein hochviskoser, schleimiger Gel, 
der nach weiterer Beschaliung von ca. 15 Minu- 
ten eine bernsteinfarbene, gelartige Masse ergibt, 

75 welche sich bei weiterer Beschallung unter Blase- 
nentwicklung zu verflussigen beginnt. Die so 
erhaltene Liposomenlosung kann auch nach Aus- 
treibung des Aethers mittels eingeleitetem Stick- 
stoff nur schwer in H 2 0 aufgenommen werden 

20 (Agglomerisation). Bei Zugabe von einer Mi- 
schung aus Aceton und H 2 0 im Verhaltnis 1 : 1 
erhalt man hingegen eine milchig-opake Losung, 
die sich nach Austreibung der organ. Losungs- 
mittel im Rotationsverdampfer leicht nach Bei- 

25 spiel 1 firtrieren lasst. Statt der Zugabe des Ace- 
. ton-Wasser-Gemisches zu obigem agglomerisi - 
rendem Praparat lasst sich die Aufnahme in H 2 0 
auch durch Zugabe von ca. 100 ml Aethanol 
erreichen wobei die Losungsmittel wie beschrier 

30 ben entfernt werden. Der mittlere Vesikeldurch- 
messer betragt 120-130 nm. 

Beispiel 4 

35 400 .g PL 100 werden in Alkphol gelost und bis 
zum Sattigungspunkt eingedampft. Es werden 
100 g Natriunribicarbdnat . und : 400 g^ Trau- 
benzucker eingeruhrt (statt Traubenzucker tis»t, 
sich auch Sorbitol yerwehden). Die so erhaltene 

40 zahe Masse wird nach bereits beschriebener Wei- 
se in das Ultraschallbad' gegeben urid.mit^2.*! 
stickstoffgesattigtem Wasser uberschichtet. Un- 
ter vorsichtigem Ruhren und gleichzeitiger Be-, 
schallung werden -100 g Phosphprsdure (80 %) 

45 allmahlich hinzugetropft. Bei Nachlassen .der^Ga^ 
sentwicklung und Schaumung wird nur'^n^h; 
getegentlich geruhrt,und nach ca. 60-90 Minuten 
die fertige Liposomenldsung nach .jD^hriebe- 
nem Verfah'ren gefiltert. pas Prlparat ist deutlich 

50 getfubt und zeigt eine mittlere Veslkelgrosse yon. 
130 nm urid guter'Monodispereit^ 
ser Losung' wurde mit 'etwa 100 ml Aethanol 
versetzt und weitere 30 Minuten beschallt. 
Hierbei nahmen Viskositat und Transparenz deut- 

55 lich zu f der mittlere Vesikeldurchmesser . ver- 
ringerte sich deutlich auf 110-120 nm. 

Beispiel 5 - 

60 400 g PL 100 werden in 800 ml Aether g lost 
und hiernach mit 800 ml Aceton aufgefullt. Die 
Losung wird nach bereits beschriebener Weise In 
das Ultraschallbad gegeben. Es werden unter 
Beschallung allmahlich 1 I stickstoff gesattigtes 

65 Wasser so zugetropft, dass keine Fallung erit- 
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steht. Die derart erhaltene honigfarbene. Ware 
leicht viskose Losung wird ca. 60 Minuten wei- 
terbeschallt. Hierbei verdampft ein Grossteil des 
Aethers und teilweise das Aceton, wobei danach 
durch die Acetonunloslichkeit des eingesetzten 5 
Lecithins die Abscheidung und Bildung der Phos- 
pholipidvesikel begunstigt wird. Die Restmengen 
an organischen Losungmitteln werden im Rota- 
tionsverdampfer entfernt und die Liposomenld- 
sung nach beschriebenem Verfahren filtriert. Das 10 
Praparat ist in Durchsicht wasserklar, zeigt im \ 
Turbidimeter jedoch einen ausgepragten Tyndall- 
Effekt. Die Monodispersitat der Losung ist ausge- 
zeichnet und die monolammellaren Vesikel zei- 
gen einen mittleren Teilchendurchmesser von 40- 15 
50 nm. Liposomenldsungen dieser Art zeigteri 
auch ohne Zusatz weiterer Stabilisatoren eine 
ausgezeichnete Stabilitat. 



Stabilisatoren und Antioxidantien enthaltenden 
Liposomen losungen, dadurch gekennzeichnet. 
daG man ein wassriges System, das einen Liposo- 
menbildner und ein inertes, fluchtiges organi- 
sches Losungsmittel Oder ein Gemisch solcher 
Losungsmittel enthalt, mit Ultraschall behandelt. 
wobei man gegebenenfalls vor der Beschallung 
einen pharmakologischen Wirkstoff bzw. Stabili- 
satoren und Antioxidantien zusetzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, da(3 der Liposomenbildner ein Li- 
pid, insbesondere ein Phospholipid wie Lecithin 
ist. 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB das fluchtige orga- 
nische Losungsmittel ein niederer aliphatischer 
Alkohol, Oder ein Aether ist. 



Beispiei 6 

200 g PL 100 werden in 300 ml Aether geldst 
und unter Ruhren zu einer Losung von 3 g 
Diazepam in 300 ml Aceton gegeben 
(Ausfallungen konnen durch kurze Beschallung 
beseitigt werden). Hiernach wird mit 650 ml Nr 
gesattigtem Wasser uberschichtet und wie in 
Beispiei 1 ca. -45 Minuten beschallt. Eine 
eventuel! auftretende Phasentrennung kann 
durch Hinzufugen von einigen ml Aceton ruck- 
gangig gemacht werden. Die verbliebenen orga- 
nischen Losungsmittelreste werden im Rota- 
tionsverdampfer entfernt und das Praparatvolu- 
_men wird nach Zugabe eines Phosphatpuffers 
(pH-7) mit Sorbitol (70%ige wassrige Losung) 
auf 1 I eingestellt." Die so erhaltene Liposomenlo- 
sung konnte d^rekt durch eine Membran yon 
0,22 jim Porengrosse filtriert r und bei* 120 
°C/20 Minuten' '^erilisiert werden. Der rhlttiere 
Teilchendurchmesser bcrtrug Hiernach 60-70 nin 
und die elektrorienmikroskopische Aufzeichnung 
zeigte eine ausgezeichnete Monodispersitat. 

Es wurden nach den oben beschriebenen Ver- 
fahren sowbhl hydrophile wie auch lipophile 
Wirkstoffe in die organische bzw. wassrige Phase 
eingebracht und mit Erfolg in 'die Liposo- 
mensuspensio'n eingeschtossen. Die Zugabe der 
Wirkstoffe in die'entsprechende Phase erfolgt 
jeweiis entwederdirekt in die Ldsuhg der Lipbso- 
nienbildner ocfer in : die"beigefugte wassrige Pha- 
se vor der Beschallung. ' \ ?1 

I • * * * .5* 
Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von gegebe- 
nenfalls einen pharmakologischen Wirkstoff bzw. 



20 Claims 

1. A process for the manufacture of liposome 
solutions which optionally contain a phar- 
macologically active substance or stabilizers and 

25 antioxidants, characterized by treating an aque- 
ous system, which contains a liposome former 
and an inert, volatile organic solvent or a mixture 
of such solvents, with ultrasound, whereby a 
pharmacologically active substance or stabilizers 

30 and antioxidants is/are optionally added prior to 
the acoustic irradiation. 

2. A process according to claim 1, charac- 
terized in that the liposome former is a lipid, 
especially a phospholipid such as lecithin. 

35 3. A process according to claims 1 or 2, 
characterized in that the volatile organic solvent 
is a lower aliphatic alcohol or an ether. 

40 Revendlcatlbns : * 

1. Precede de preparation de solutions de lipo- 
somes contenant le cas echSant un principe actif 
pharmacologique oii des stabilisateurs* et des 

45 anti-oxydants, caracterisd en ce qu'uri syst&me 
aqueux qui cbntient un producteur de liposomes 
et un solvant orgariique *Vo!atil fnerte ou un 
melange de tels solvants est trarte aux ultrasons, 
un principe actif pharmacologrque ou des stabili- 

50 sateurs et des anti-oxydants fetaht le cas §ch§aht 
ajoutes avant la sonication. 

2. Procede selon la revendication 1, 'caracte- 
rise en ce que le producteur de liposomes est un 
lipide, en particulier tin phospholipide comme la 

55 lecithine. v 

3. Proc§de selon les revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que le solvant orgahique volatil 
est un alcool aliphatique inferieur ou un ether. 

60 
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